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พนัธ์ุเอียสกุลดว้ยวิธีกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารเคมีโซเดียมเอไซด์ (sodium azide; NaN3) ร่วมกบัการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ การศึกษาคร้ังน้ีได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ 1) การก่อกลายพนัธ์ุ 
protocorm-like bodies (PLBs) ของกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธ์ุเอียสกุลดว้ย NaN3 2) การคดัเลือกและ
ตรวจสอบตน้สายพนัธ์ุกลาย ซ่ึงประกอบดว้ย 3 การทดลอง คือ 2.1) การคดัเลือกและตรวจสอบดว้ย
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 2.2) การคดัเลือกและตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล และ 2.3) การ
คดัเลือกและตรวจสอบด้วยวิธีการระดับเซลล์ ซ่ึงจากการทดสอบหาความเข้มข้นของ NaN3 ท่ี
เหมาะสมต่อการก่อกลายพนัธ์ุ PLBs ของกลว้ยไมส้กุลหวายพนัธ์ุเอียสกุล โดยใช ้reverse osmosis 
water (ROW; control 1) และ NaN3 ความเขม้ขน้ 0 (control 2), 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 และ 4.0 
mM และบนัทึกเปอร์เซ็นต์การตายท่ี 3 วนั 1 และ 2 สัปดาห์ พบว่าเปอร์เซ็นต์การตายของ PLBs 
เพิ่มข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้ของ NaN3 ท่ีสูงข้ึน โดยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการก่อกลายพนัธ์ุ 
PLBs (LD30 และ LD50) ดว้ย NaN3 คือ 0.1 และ 0.5 mM จากการก่อกลายพนัธ์ุ PLBs ดว้ย NaN3 ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.5 mM และการไม่ก่อกลายพนัธ์ุ (ROW (control 1) และ 0 mM NaN3 
(control 2)) ร่วมกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่นาน 6 เดือน แลว้น าออกปลูกในสภาพโรงเรือน พบวา่ตน้ท่ี
ผา่นการก่อกลายพนัธ์ุบางตน้มีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเปล่ียนแปลงคือ ล าตน้เต้ีย ขอ้ปลอ้งสั้นและ
ถ่ี ใบสั้น ใบหนา รากสั้น และรากมีจ านวนน้อย แตกต่างจากตน้ท่ีไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธ์ุท่ีไม่
พบการเปล่ียนแปลง เม่ือประเมินการเปล่ียนแปลงพนัธุกรรมของตน้ท่ีผ่านการก่อกลายพนัธ์ุจาก 
NaN3 ความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.5 mM จ  านวน 24 ตน้ เปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธ์ุ 
จ  านวน 10 ตน้ โดยใชเ้คร่ืองหมาย inter-simple sequence repeats (ISSR) พบวา่ไดต้น้สายพนัธ์ุกลาย
ท่ีมีพนัธุกรรมต่างจากตน้ท่ีไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธ์ุ จ  านวน 20 ตน้ คิดเป็น 83.33 เปอร์เซ็นต์ โดย
ไพรเมอร์ ISSR ท่ีให้ความหลากหลายทั้ง 10 ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความหลากหลายระหวา่ง
สายพนัธ์ุ จ  านวน 63 แถบ จาก 181 แถบ คิดเป็น 34.81 เปอร์เซ็นต์ และจากการน าลักษณะทาง











ผ่านการก่อกลายพนัธ์ุ พบว่าเคร่ืองหมายทั้งสองไม่มีความสัมพนัธ์กนั (r=0.19) และเคร่ืองหมาย 
ISSR มีประสิทธิภาพสูงกวา่ เน่ืองจากมีความสามารถในการจ าแนกตน้สายพนัธ์ุกลายสูงกว่า จาก
การนบัจ านวนโครโมโซมปริเวณปลายราก พบว่าตน้ท่ีผ่านการก่อกลายพนัธ์ุจาก NaN3 และตน้ท่ี
ไม่ไดผ้า่นการก่อกลายพนัธ์ุมีจ  านวนโครโมโซม 2n=2x=24 แสดงวา่ NaN3 ทั้งสองความเขม้ขน้ไม่มี
ผลต่อการเปล่ียนแปลงจ านวนโครโมโซม จากผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ NaN3 สามารถก่อกลาย
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The orchid is one of the most important economic ornamentals in Thailand. 
Owing to its beauty and high diversity, there has been a lot of demand domestically 
and internationally. Therefore, breeding new varieties for high quality and yield is 
essential. Mutation breeding is an alternative for orchid improvement. The objective 
of this research was to perform mutation breeding of Dendrobium ‘Earsakul’ using 
sodium azide (NaN3) in vitro. The experiment was divided into 2 parts: (1) chemical 
mutagenesis of Dendrobium ‘Earsakul’ protocorm-like bodies (PLBs) using NaN3 and 
(2) selection and evaluation of mutants, which was divided into 3 experiments: 2.1) 
selection and evaluation with morphological characters, 2.2) selection and evaluation 
with molecular markers, and 2.3) selection and evaluation with cytological method. 
When reverse osmosis water (ROW; control 1) and various concentrations of NaN3 (0 
(control 2), 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 and 4.0 mM) were evaluated to determine the 
optimal concentrations for inducing mutation of Dendrobium ‘Earsakul’ PLBs and the 
percentages of mortality were recorded at 3 days, 1 and 2 weeks, it was found that the 
percentages of mortality of PLBs increased with the increasing concentrations of 
NaN3. The 30% (LD30) and 50% (LD50) mortality rates were obtained with 0.1 and 0.5 
mM NaN3, respectively. PLBs were mutagenized at the concentrations of 0.1 and    










The nonmutagenized PLBs were treated with ROW (control 1) and 0 mM NaN3 
(control 2). Morphological alterations have been observed in some putative mutants: 
dwarf, more and shorter internodes, short and thick leaves, short roots and reduced 
root numbers, which differed from nonmutagenized controls where no change was 
observed. When genetic profiles of 24 putative mutants from mutagenesis using 0.1 
and 0.5 mM NaN3 were compared to 10 nonmutagenized controls using inter-simple 
sequence repeats (ISSR) markers, altered DNA profiles were found in 20 out of these 
24 putative mutants (83.33%). Sixty-three polymorphic bands were produced from a 
total of 181 bands (34.81%) by 10 polymorphic ISSR primers. Genetic diversity and 
relatedness were evaluated among NaN3 mutagenized plants and nonmutagenized 
controls by means of ISSR analysis and morphological characters. No correlation was 
found between ISSR and morphological markers. In addition, ISSR had higher mutant 
differentiation capability, indicating its higher efficiency. The counting of 
chromosome numbers in the root tips showed that NaN3 mutagenized plants and 
nonmutagenized controls had the same chromosome number of 2n=2x=24, suggesting 
that both concentrations of NaN3 had no effect on the chromosome number. These 
results indicated that NaN3 can be effectively utilized to mutagenize Dendrobium 
‘Earsakul’ PLBs, and the ISSR marker is a powerful tool for identification of mutants 
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